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Abstract (Basic) : EP'412B83 A' | sDecific nucleotide base (N) 

Detection and/or i^^^*^^ ^^^^^^^^f^.^ Urhybridising (I) with a 
in a nucleic acid --g-^^^:/^!^^n"prrmit correct hybridisation at 
nucleotide (II) -"-^-^J^^^.^^^Lg wfth the target sequence such that 
any reaction temp, ("^^^f %^ synthesis of the strand 

its 3 '-terminus xs adjacent to n, \ji y_ . primer) in 

complementary to the hybrid xs started ^^^^^^^.^^^^ ..^ivity and 
presence of a polymerase ^^^7^,^° , j ^Jch is incorporable into 
at least oen modified nucleotide ^ase (N ) elongation of the 

the extension product but once ™^ ,3 to 

rd::rirtrfom:ie:fntrr; Nlrthe^equence being analysed. Also new 
- ^i^K/™;/-"" method is -ed to .etect (I) associate^^^^^^ 
eenetic or . cancerous diseases or xnect^ 

r"oX Lp^ nrne:d Tor D.A immobilisation or labelling of 
probes. Opp Dwg.No.O/2) 
Abstract (Equivalent) •- 412883 B ^ specific nucleotide base 

process for detecting and/or ^^^^^^^^^^^ the type comprising an 
present on a target nucleic ac.d equence of the^^yP^^ ^^^^ 
hybridisation step of the target sequen sufficient 
identified is present with a ^^^-T^^^^^^^/^^J^teve? the reaction 

length to ^^^^^l^l^Z'^;^^^^^^^ strand of the 

temperature a step of synthesx^^^^ probe . serving as 

obtained hybrxd - the saxa nu without 3 '5' exonuclease 

primer-, in the P---\f^,t,^°^rthe base to be identified by any 
action, and a step °^ f ^^^^^^ ^Lng characterised in that, said 
appropriate means, ^^^tj^ Z v-c^i, hybridises with the target 
nucleotide sequence serving as primer y ^^^^^ ^^^^.^.^ 

sequence in such a way that its 3 ^na identified; and the 

nucleotide base to be f^^-^^^^^^fnd L P-^o^- ^^^^ presence of 
synthesis of ^^xd complementary strand P ^ideoxynucleotides 

at least -e blocking -^^-^^^^ "^^^^J^^ nucleotide base, when it is 



to be analysed. 



ID 

CO 
00 
00 

CM 

O 

Q. 

LU 



(19) 



J 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



(12) 



(11) EP 0 412 883 B1 

FASCICULE DE BREVET EUROPEEN 



(45) Date de publication et mention 
de la delivrance du brevet: 
13.11.1996 Bulletin 1996/46 

(21) Numero de depot: 90402224.1 

(22) Date de depot: 02.08.1990 



(51) lntCI.6: C12Q 1/68 



(54) Precede rapide de detection et/ou dMdentification d'une seule base sur una sequence d'acide 
nucleique, et ses applications 

Sclinellverfaliren zum Nacliweis und/oder zur Identifizierung einer Einzelbase in einer 
Nukleinsauresequenz und seine Verwendungen 

Fast metliod for detection and/or identification of a single base in a nucleic acid sequence and its 
applications 



(84) Etats contractants d6sign6s: 

AT BE CH DE DK ES FR GB GR IT LI LU NL SE 

(30) Priortte: 11.08.1989 FR 8910802 

(43) Date de publication de la demande: 
13.02.1991 Bulletin 1991/07 

(73) Titulaire: BERTIN & CIE 

F-78373 Plaisir Cedex (FR) 

(72) Inventeurs: 

• Cohen, Daniel 
F-94160St Mande (FR) 

• Dufau, Frederic 

F-78170 La Celle-St-Cloud (FR) 

• Hache, Jean 

F-78960 Voidlns le Bretonneux (FR) 

• Jeanplerre, Marc 
F-75015Parls (FR) 



• Ginot, Frederic 
F-78370 Plaisir (FR) 

• Martinez, Marie-Christine 
F-92340 Bourg-la-Relne (FR) 

• Roussel, Brigitte 
F-92800 Puteaux (FR) 

• Troton, Agnes 
F-75010 Paris (FR) 

(74) Mandataire: Ores, Bernard et al 
Cabinet ORES 
6, Avenue de Messlne 
75008 Paris (FR) 



(56) Documents cites: 
EP-A- 0 123 513 
EP-A.0 223 618 
WO-A-88/05470 



EP-A- 0 141 382 
EP-A- 0 332 435 



11 est rappel6 que: Dans un d6lai de neuf mois ^ compter de la date de publication de la mention de la delivrance du 
brevet europ6en, toute personne peut faire opposition au brevet europ6en d6livr6, aupr^s de I'Office europ6en des 
brevets. L'opposition doit §tre form6e par 6crit et motiv6e. Elle n'est r6put6e torm6e qu'apr^s paiement de la taxe 
d'oppositlon. (Art. 99(1) Convention sur le brevet europeen). 



Printed by Jo uve, 75001 PARIS (FR) 



ftps 



EP 0 412 883 B1 



Description 

La presente invention est relative k un precede de 
detection et/ou d' identification d'une seule base sur une 
s6quence d'acide nucl6ique, ainsi qu'^ ses applications, 
notamment dans le diagnostic des maladies gen6tiques 
et dans le controle d'une hybridation. 

L'hybridation d'acide nucleique a et6 utilis6e pour 
6tudier I'identit6 et 6tablir la presence d'acides nucl6i- 
ques. L'hybridation est basee sur I'appariement de ba- 
ses complementaires. Lorsque des acides nucleiques 
simple brin complementaires sont incubes ensemble, 
lesdits acides nucleiques simple brin s'apparient pour 
former une molecule hybride double brin. La capacity 
de I'ADN simple brin ou de I'ARN a former une structure 
avec une s6quence d'acide nucl6ique compl6mentaire 
est utilis6e comme m6thode d'analyse et de diagnostic. 
Ladisponibilit^de nucleosides triphosphates radioactifs 
ayant une activity specifique importante et le marquage 
de I'ADN au ^^p en presence d'enzymes h fonction po- 
lymerase, par exemple la T4 kinase, a permis d'identi- 
fier, d'isoler et de caract6riser de nombreuses sequen- 
ces d'acides nucleiques d'interet biologique. 

L'hybridation represente un critfere important dans 
la detection de la presence de sequence d'acide nuclei- 
que particulieres comme par exemple : 

- dans les maladies g6netiques humaines ou anima- 
les ou une modification h6r6ditaire du patrimoine 
g6n6tique a des consequences morbides (par in- 
sertion, deletion ou mutation ponctuelle d'une se- 
quence particuli6re) ; 

- dans les maladies cancereuses, ou des rearrange- 
ments de I'ADN genomique sont obsen^6s ; 

- au cours des infections oij Ton decele la presence 
de genomes etrangers tels que celui des microor- 
ganismes (bacteries, champignons et virus par 
exemple) ; 

pour I'identlfication des individus en general : 

en medecine legale (paternite, filiation par 
exemple), 

dans le domaine agroalimentaire (plantes, con- 
trole sanitaire par exemple). 

Cependant, l'hybridation comme outil de diagnostic 
peut etre limitee par la difficulte de sa mise en oeuvre 
(techniques lourdes) ou par I'absence de specificite de 
l'hybridation (protocole operatoire). 

En effet, l'6tude chimique de l'hybridation a mis en 
evidence ['influence de la concentration de chacun des 
brins d'acides nucleiques impliques, de leurs longueurs, 
de leurs compositions en bases, de la temperature, du 
pH, de la force ionique, de la viscosite du milieu. 

La temperature notamment, est critique et doit res- 
ter inferieure a la temperature de fusion (Tm : tempera- 
ture a laquelle 50 % des sequences sont sous forme 
double brin). En solution, la temperature optimale d'hy- 



bridation est 25^0 en dessous de la Tm pour une sonde 
de 150 nucleotides et legferement plus basse pour les 
sondes plus courtes. 

Ainsi lorsque Ton veut detecter une mutation portant 
5 sur une seule base, on peut g6n6ralement utiliser, selon 
les cas, deux types de sondes : des sondes d'acide nu- 
cleique dites tongues, sup6rieures h 1 50 nucleotides en 
general, ou des sondes d'acide nucieique dites courtes 
entre 17 et 24 nucleotides en general. Si la mutation in- 
to tervient dans un site reconnu specifiquement par une 
enzyme dite de restriction, on peut utiliser la technique 
de Southern : celle-ci comporte les etapes d'isolement 
de I'ADN, de digestion par I'enzyme de restriction, 
d'electrophorese sur gel, de transfert sur une membrane 
15 et d'hybridation k I'aide d'une sonde longue interessant 
la region de la mutation ; apres lavage et autoradiogra- 
phie, I'analyse des tallies des fragments obtenus permet 
d'infirmer ou confirmer la presence de la mutation. Le 
procede tres lourd necessite que la mutation interesse 
20 un site de restriction. Si ce n'est pas le cas, on peut syn- 
thetiser une sonde courte oligonucl6otidique de 17 ^ 24 
nucleotides dont le centre coincide avec la mutation que 
I'on veut detecter. En choisissant des conditions appro- 
priees d'hybridation et de rin9age (specifique de chaque 
25 systeme), on ne peut obtenir une hybridation k I'aide de 
I'oligonucieotide marquee qu'en cas d'homologie parfai- 
te (une seule difference nucieotidique, notamment k 
I'endroit de la mutation, entraine la destabilisation de 
l'hybridation). 

30 La Demande de Brevet EP 141 382 d6crit un pro- 
cede d'autoradiographie, pour I'obtention d'une infor- 
mation permettant la localisation de substances mar- 
quees radioactivement, reveiees sur un support soltde. 
Cette methode est en particulier applicable aux m6tho- 

35 des de sequengage de I'ADN, utilisant Tautoradiogra- 
phie. 

La Demande Internationale PCT WO 88/05470 est 
relative k des ADN polymerases T7 et k leurs applica- 
tions dans le sequengage de I'ADN. 

40 L'ADN polymerase decrite dans cette Demande In- 
ternationale PCT, est capable d'incorporer, de maniere 
continue, de nombreux nucleotides (processivite supe- 
rieure k 500 bases), en utilisant le mSme systeme amor- 
ce-matrice, peut etre utilisee avec des amorces de pe- 

45 tites dimensions (10 bases ou moins, de preference 
4-20), permet I' incorporation d'analogues de nucleoti- 
des et ne presente pas d'activite nucieasique. 

Cependant, ces differentes methodes presentent 
un certain nombre d'inconvenients: 

so 

- conditions de temperature difficiles k maitriser, pour 
obtenir une hybridation appropriee ; 

. eventuellement presence obligatoire d'un site de 
restriction ; 

ss . immobilisation de I'acide nucl6ique sur membrane 
(Southern blot). 

Le Brevet Americain AMERSHAM n" 4 656 127, a 
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permis de pallier certains de ces inconvenients, notarm- 
ment en ce qu'il pernnet de detecter une mutation pre- 
sente ^ un endroit ne presentant pas de site de clivage 
par une enzyme de restriction. 

Ce Brevet Am6ricain n° 4 656 127, d6crit une m6- 
thode de detection de la mutation d'une base nucleoti- 
que sp6cifique dans un fragment d'acide nucl6ique 
(ADN ou ARN) cible par : 

(a) hybridation d'une sonde avec la sequence cible 
pour former un hybride d'acide nucl6ique, dans le- 
quel une extr6mite de la sonde est hybridee de ma- 
nidre adjacente ^ la base nucl6otidique specifique ; 

(b) melange de I'hybride avec un derive nucleotidi- 
que dans des conditions appropri6es k I'elongation 
de la sonde, de manidre k permettre la jonction d6- 
rlv6 nucl6otidique - extr6mit6 de la sonde, seule- 
ment si la base sp6cifique dans la sequence cible 
est (ou n'est pas) la mutation k detecter, une sonde 
associee audit derive nucl^otidique 6tant resistante 
k une digestion dans des conditions particuli^res ; 

(c) digestion de I'hybride par une exonuclease dans 
des conditions telles que le fragment double brin est 
progressivement dig6r6 k partir de I'extremit6 de la 
sonde k moins que ladite extremite ait et6 mise en 
jonction avec ledit derive nucl6otidique ; 

(d) elimination des portions de la sonde qui ne sont 
plus hybrid6es k la chaTne d'acide nucl6ique ; 

(e) et detection d'une mutation de la base nucl^oti- 
dique sp6cifique dans la sequence cible par d6tec- 
tion de la presence ou de I'absence de la sonde 
apr6s digestion. 

Ce proc6d6 implique en particulier en plus de la 
sonde, I'utilisation d'un derive nucl6otidique ayant des 
propriet6s particulieres et comporte de ce fait encore de 
nombreuses stapes. De plus, il n6cessite, pour sa rea- 
lisation, une immobilisation de I'acide nucleique sur une 
membrane et 6galement un marquage (de la sonde ou 
du derive nucl^ottdique). 

La pr6sente invention s'est en consequence, donn6 
pour but de pourvoir k un proc6d6 d'identification d'une 
base nucl6otldique sp6cifique, ais6 et rapide k mettre 
en oeuvre, qui repond mieux aux n6cessites de la pra- 
tique que les proc6des de I'Art ant6rieur, notamment en 
ce que le procede conforme k ['invention ne necessite 
pas un protocole op6ratoire complexe, c'est-^-dire ne 
necessite ni immobilisation de I' ADN, ni marquage de la 
sonde, ets'applique^ la detection de sequences d'acide 
nucl6ique particuli6res, notamment dans les maladies 
g6n6tiques, les maladies canc6reuses, les infections, 
ridentification d'individus humains, animaux ou v6ge- 
taux. 

La pr6sente invention a pour objet un procede de 
detection et/ou d'identification d'une base nucieotidique 
specifique dans une sequence d'acide nucleique cible, 
du type comprenant une 6tape d'hybridatlon de la se- 
quence cible sur laquelle se trouve la base a identifier 



avec une sequence nucieotidique sonde de longueur 
suffisante pour permettre une hybridation correcte, 
quelle que soit la temperature de reaction, une etape de 
synthese du brin complementaire de I'hybride obtenu 
5 -ladite sequence nucieotidique sonde sen/ant d'amor- 
ce-, en presence d'une polymerase sans action exonu- 
clease 3'5', et une etape de detection de la base k iden- 
tifier par tout moyen approprie, 
lequel procede 6tant caracteris6 ; 

10 

en ce que ladite sequence nucieotidique, servant 
d'amorce, s'hybride avec la sequence cible, de ma- 
niere ^ ce que son extremite 3' soit adjacente k la 
base nucieotidique specifique k detecter et/ou k 

15 identifier ; et 

en ce que la synthase dudit brin complementaire de 
I'hybride est realisee en presence d'au molns une 
base nucieotidique bloquante choisie parmi les di- 
desoxynucleottdes et en I'absence de dNTP, laquel- 

20 le base nucieotidique bloquante, lorsqu'elle est in- 
corporee, est detect6e et permet d'identlfier la base 
nucieotidique specifique complementaire presente 
sur ia sequence cible k analyser. 

25 On entend par nucleotide, au sens de la presente 
invention, aussi bien un oligonucleotide, qui comprend 
de 10 ^ 50 bases qu'un nucleotide pouvant comprendre 
plus de cent bases. 

Selon un mode de mIse en oeuvre avantageux dudit 
30 procede, lesdites bases nucieotidiques bloquantes sont 
marquees de maniere appropriee notamment par un 
marqueur choisi dans le groupe qui comprend des subs- 
tances radioactives. des enzymes, des produits chimi- 
ques chromophores fluorescents ou chimiolumines- 
35 cents et des anticorps appropries. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de 
mise en oeuvre, le marqueur est identique ou different 
pour chacune des bases nucieotidiques bloquantes. 
Selon une modalite de cette disposition, lorsque les 
40 quatre bases bloquantes sont marquees k I'aide de mar- 
queurs diff6rents, la detection des quatre nucleotides 
bloquants est avantageusement simultanee. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avanta- 
geux dudit procede, lorsque les quatre bases bloquan- 
45 tes sont marquees de maniere identique ou blen lors- 
qu'elles ne sont pas marquees, la detection des quatre 
nucleotides bloquants est realisee successivement et/ 
ou separement. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de 
50 mise en oeuvre, on detecte, de maniere appropriee, le py- 
rophosphate forme lors de la reaction de polymerisation. 

En effet, la reaction de polymerisation genere la 
production d'un pyrophosphate, comme suit : 

55 matrice - amorce + dNTP 

matrice - (amorce -t- dNMP) + PPj. 
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En mesurant le pyrophosphate dans chaque tube 
de reaction, il est possible de determiner pour laquelle 
des bases une reaction de polymerisation s'est produi- 
te. 

Selon une autre disposition avantageuse de ce mo- 
de de mise en oeuvre, on detecte chaque base nucl6o- 
tidique marqu6e. 

En effet, chaque tube de reaction contient, en ce 
cas, une seule base nucl6otidique marqu6e, les trois 
autres ne I'etant pas ; la mesure de la base marquee 
(par fluorescence, radioactivity...) permet de determiner 
pour laquelle des bases une reaction de polymerisation 
s'est produite, les bases marquees non incorporees 
etant eliminees par lavage. 

Le precede conforme ^ invention a notamment 
I'avantage de permettre de d6finir les conditions op6ra- 
toires, independamment de la base nucl6otidlque k 
identifier et de ne pas necessiter d'immobilisation de 
I'acide nucleique sur une membrane. 

La presente invention a egalement pour objet un kit 
ou coflret de diagnostic, pr6t ^ I'emploi, pour la mise en 
oeuvre du procede conforme k I'invention, caracterise 
en ce qu'il comprend outre les quantites convenables 
de reactifs et tampons adaptes a la mise en oeuvre du 
procede : 

des quantites appropriees d'un nucleotide, servant 
d'amorce, capable de s'hybrider avec la sequence 
cible de maniere h ce que son extremite 3' soit ad- 
jacente h la base nucieotidique sp6cifique k 
detecter ; 

- des quantites appropriees de quatre bases nucieo- 
tidiques bloquantes choisies parmi les didesoxynu- 
cieotides (ddTTP, ddGTR ddATP, ddCTP), de ma- 
niere k etre incorporables dans le produit d'exten- 
sion de Tamorce tout en bloquant reiongation dudit 
produit d'extenslon ; et 

- des quantites appropriees d'une polymerase sans 
action exonuciease 3'5'. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit kit 
ou coftret, les bases nucieotidiques modifiees sont mar- 
quees de maniere appropriee notamment par un mar- 
queur choisi dans le groupe qui comprend des substan- 
ces radioactives, des enzymes, des produits chimiques 
chromophores fluorescents ou chimioluminescents et 
des anticorps appropri6s. 

Selon un autre mode de realisation avantageux du- 
dit kit ou coff ret, il comprend, en outre, des reactifs ap- 
propries pour le dosage du pyrophosphate. 

Outre les dispositions qui precedent, I'invention 
comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront 
de la description qui va suivre. 

L'invention sera mieux comprise k I'aide du comple- 
ment de description qui va suivre, qui se retere k des 
exemples de mise en oeuvre du procede objet de la pre- 
sente invention. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exem- 



ples sont donnes uniquement a titre d'illustration de I'ob- 
jet de I'invention, dont ils ne constituent en aucune ma- 
niere une limitation. 



5 Pvamplfl 1 ■ H iafinnfitin dft la Hr^pannnvtnQfi par Iff r^rn- 
rpHp rnnfnrmfi ^ I'invflntinn fm p^-Cjurn dfiS dirifiRnvvnu- 
^lAntiHnQ fliinrftRrflnts^ 

La drepanocytose ou an6mie falciforme est due k 
10 une mutation dans fun des exons du gene p codant pour 
la chaine p de I'hemoglobine (Hb). Cette mutation con- 
sistant en une substitution d'une adenine (A) par une 
thymine (T), modifie le codon GAG, traduit en un acide 
glutamique (en position G) dans I'Hb normale, en codon 
15 GTG, traduit en une valine dans I'Hb anormale (HbS). 
U ADN qui a et6 utilise dans cet exemple correspond k 
une sequence d'ADN amplifie simple-brin. 



a) Blocaae des amorces d'amplification. 

* meianger dans un tube demicrocentrlfugatlon, pour 
chaque ADN matrice ; 

- 1 00 ng d'ADN (simple-brin amplifie) 
7 ^xl de tampon Sequenase 5X (= Tris-HCI pH 
7,5, 200 mM ; NaCI, 250 mM ; MgClg. 100 mM) 

- H2O qsp 22 ^1 

* agiter k I'aide d'un vortex et centrif uger rapidement 
incuber au bain-marie k 95°C pendant 2 minutes, 
enlever vite et placer au bain-marie k 37°C pendant 
10 minutes. 

preparer le tampon de reaction pour un echantillon 
d'ADN, constitue de : 

- 2,5(ilDTTai M 

- 1 ^il d'un melange de ddNTP.dilue au 1/400 
(ddTTP : 112 )iM ; ddGTP : 1,12 ^iM ; ddATP : 
3,36 ^iM ; ddCTP : 8.96 ^iM) ; et 

- H2O qsp 6,5 \i\ 

- Sequenase 1 ^1 (3 unites) 

enlever les tubes du bain-marie et centrif uger rapi- 
dement, 

ajouter le tampon de reaction et meianger, 

* placer au bain-marie k 37°C, pendant 5 minutes. 

* enlever les tubes et les placer dans la glace. 

b) Elimination des didesoxvnucleotides froid s en excfes 

so 

On utilise les systemes de microseparation Centri- 
con®3ou 10 (Amicon)qui, par filtration sur membrane 
acceieree par centrifugation, permettent de retenir des 
especes moleculaires de poids moieculaire supeheur k 
55 3 000 ou 10 000 Daltons (par exemple; un nucleotide 
correspond k 330 D et un oligonucleotide de synthdse 
de 20 meres correspond k 6 600 D). 
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disposer le volume r^actionnel issu de a) dans un 
"Centricon" 3 ou 10 et diluer si n6cessaire, 

- centrifuger k moins de 5 000 g en suivant les ins- 
tructions du fabricant, de fagon k r6cuperer un vo- 
lume minimal, 

inverser le systeme Centricon®, 

- centrifuger pour r6cup6rer le volume r6actionnel, 
ramener le volume obtenu a 1 2 iil. 

c^ Micros6auencage (proc6de conforme a I'inventlon) 

* Pour chaque tube d'ADN, ajouter aux 12 |il ; 

- 15 ng d'oligonucl6otide 5* CATGGTGCACC- 
TGACTCCTG 3' (OA), correspondent a la se- 
quence s'arrStant k la base adjacente k la po- 
sition de la mutation 

- 7 III de Tampon Sequenase 5Xtel que defini en 
a) ci-dessus et proc6der comme dans a) ; puis 

* preparer le tampon de reaction constitu6 pour cha- 
que 6chantiIlon de : 

- 2,5^1DTT0,1M 

- 1 ^il d'une dilution au IMOOeme d'un melange 
de ddNTP fluorescents (ddTTP* : 112|iM; 
ddGTP*: 1.12}iM; ddATP* : 3,36^iM ; 
ddCTP*: 8,96^M). Les didesoxynucl6otides 
fluorescents sont vendus par Du Pont (Gene- 
sis® 2000 DNA Analysis System) 

- H2O qsp 6,5 \i\ 

- Sequenase 1 ^1 (3 unites) 

* enlever les tubes du bain-marie, centrifuger rapide- 
ment, 

* ajouter le tampon de reaction, m6langer, 

* placer au bain-marie k 37°G, pendant 5 mns, 

* enlever les tubes et placer les dans la glace. 

d^ Lavage des did^soxvnucleotides fluorescents en ex- 
c6s: 

* passer les 6chantillons sur colonne de Sephadex® 
G50. 

* r6cup6rer les eluats. 
e) Detection 

La detection se fait pour chaque echantillon apr^s 
migration 6lectrophor6tique et excitation par une source 
telle qu'un laser. Le signal est analyst par un fluorom^- 
tre. 

On obtient les courbes a (temoin) et b (malade), 
comme visible sur la figure 1 , qui permet de detecter au 
niveau de la position correspondant k une 6ventuelle 
mutation. I'incorporation d'un ddATP en a, pour I'individu 
sain et pour I'individu malade homozygote en b, I'incor- 
poration d'un ddTTP. 



Fvpmnlft ^ • fmirrn^^nuenrflnft d'une baSft fiUF UPe 
o^qM,>nr^AH'»ftidenuHAiquefADNHiihart>>rlQPhflae 

M13 mp8V 

5 a) Materiel de d6part 

* ADN simple brin de bacteriophage M1 3mp8 

* Oligonucleotide de synthese dit Primer Universel 
de sequence : 3'TGACCGGCAGCAAAATG5' 

10 

La premiere base incorpor6e sur I'amorce dans le 
sens 5'^3' est un G. 

b) Protocole 

15 

Le protocole est Equivalent au protocole de d6tec- 
tion de mutation ponctuelle k partir de I'^tape c de 
I'exemple 1. Les etapes a et b sont inutiles, V ADN du 
phage Ml 3 etant non contamin§ par des oligonucleoti- 
20 des. 

En variante, le protocole est le suivant : 

3|ig d'A.D.N. simple-brin Ml 3 
15 ng d'oligonucleotide primer universel 
25 • 7 III de Tampon 5X Sequenase 
- HgO qsp 22 ^il 

La detection r6v6le I'incorporation sur le primer d'un 
dideoxy GTR ce qui correspond au r^sultat attendu, 
30 comme visible sur la figure 2, qui montre les r6sultats 
obtenus avec deux dilutions differentes des ddNTP 
(1/200 (a) etlMOO^me (b)). 



35 Revendications 

1. Proc^de de detection et/ou d'identification d'une 
base nucl6otidique sp6cifique dans une sequence 
d'acide nucl6ique cible, du type comprenant une 

40 etape d'hybridation de la sequence cible sur laquel- 
le se trouve la base k identifier avec une s6quence 
nucl6otidique sonde de longueur suffisante pour 
permettre une hybridation correcte. quelle que soit 
la temperature de reaction, une etape de synthese 

45 du brin complementaire de I'hybride obtenu -ladite 
sequence nucl6otidique sonde servant d'amorce-, 
en presence d'une polymerase sans action exonu- 
cl6ase 3'5', et une etape de detection de la base k 
identifier par tout moyen appropri6, 

50 lequel proc6d6 6tant caract6ris6 : 

en ce que ladite sequence nucl6otidique, ser- 
vant d'amorce, s'hybride avec la sequence ci- 
ble, de maniere k ce que son extremity 3' soit 
55 adjacente k la base nucl6otidique sp6cifique k 

detecter et/ou k identifier ; et 
en ce que la synthese dudit brin complemen- 
taire de I'hybride est realisee en presence d'au 



5 



EP 0 412 883 B1 



10 



moins une base nucl^otidique bloquante choi- 
sie parmi les did§soxynucl6otides et en I'ab- 
sence de dNTP, laquelle base nucleotidique 
bloquante, lorsqu'elle est incorporee, est de- 
tect6e et permet d'identifier la base nucleotidi- 
que specifique compl^mentaire presente sur la 
sequence cible k analyser. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1 , caract6ris6 en ce 
que lesdites bases nucleotidiques bloquantes sont 
marquees de maniere appropri^e, notamment a 
I'aide d'un nnarqueur choisi dans le groupe qui com- 
prend des substances radioactives, des enzynnes, 
des produits chimiques chromophores fluorescents 
ou chlmiolunninescents et des anticorps appropries. 

3. Proc6d6 selon la revendication 2, caract6ris6 en ce 
que le marqueur est identique ou different pour cha- 
cune des bases nucl6otidiques bloquantes. 

4. Proc6d6 selon la revendication 3, caract6ris6 en ce 
que lorsque les quatre bases bloquantes sont mar- 
quees a I'aide de marqueurs differents, la detection 
des quatre nucleotides bloquants est avantageuse- 
ment simultanee. 

5. Precede selon I'une quelconque des revendications 
1 h 3, caracterise en ce que lorsque les quatre ba- 
ses bloquantes sont marquees de maniere identi- 
que ou bien lorsqu'elles ne sont pas marquees, la 
detection des quatre nucleotides bloquants est rea- 
lisee successivement et/ou s6parement. 

6. Proc6d6 selon la revendication 5, caract6ris6 en ce 
qu'on dose, de maniere appropriee, le pyrophos- 
phate forme lors de la reaction de polymerisation, 
ledit dosage de pyrophosphate permettant de de- 
terminer pour laquelle des bases une reaction de 
polymerisation s'est produite. 

7. Procede selon la revendication 5, caracteris6 en ce 
qu'on detecte chaque base nucleotidique bloquante 
marquee. 

8. Kit ou coffret de diagnostic, pret ^ I'emploi, pour la 
mise en oeuvre du procede selon Tune quelconque 
des revendications 1 h 7, caracterise en ce qu'il 
comprend outre les quantites convenables de reac- 
tifs et tampons adaptes k la mise en oeuvre du 
proc6d6 : 

des quantites appropriees d'un nucleotide, ser- 
vant d'amorce, capable de s'hybrlder avec la 
sequence cible de maniere a ce que son extre- 
mite 3' soit adjacente k la base nucleotidique 
specifique k detecte r ; 

des quantites appropriees de quatre bases nu- 
cleotidiques bloquantes choisies parmi les di- 
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desoxynucieotides, de maniere k etre incorpo- 
rables dans le produit d'extension de I'amorce 
tout en bloquant I'eiongation dudit produit 
d'extension ; et 

des quantites appropriees d'une polymerase 
sans action exonuciease 3'5'. 

9. Kit ou coffret selon la revendication 8, caracterise 
en ce que les bases nucleotidiques bloquantes sont 
marquees de maniere appropriee, notamment k 
I'aide d'un marqueur choisi dans le groupe qui com- 
prend des substances radioactives, des enzymes, 
des produits chimiques chromophores fluorescents 
ou chimioluminescents et des anticorps appropries. 

10. Kit ou coffret selon la revendication 8 ou la reven- 
dication 9, caracterise en ce qu'il comprend, en 
outre, des r6actifs appropries pour le dosage du py- 
rophosphate. 

20 

11. Application du procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 ^ 7, ^ la detection de la presence 
de sequences d'acides nucleiques particulieres as- 
sociees a des maladies, telles que maladies gene- 

25 tiques ou maladies cancereuses, k des infections, 
ou propres k permettre I' identification d'indlvidus 
humains, animaux ou vegetaux. 



30 Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweis und/oder zur Identifikati- 
on einer spezitischen Nukleotidbase in einer Ziel- 
nukleinsauresequenz, umfassend eine Stufe der 

35 Hybridisierung der Zielsequenz, in der sich die zu 
identifizierende Base befindet, mit einer Sondennu- 
kleotidsequenz einer ausreichenden Lange, um ei- 
ne korrekte Hybridisierung unabhangig von der Re- 
aktionstemperatur zu eriauben, eine Stufe der Syn- 

40 these des Komplementarstranges des erhaltenen 
Hybrids - wobei die Sondennukleotidsequenz als 
Startersequenz dient - in Gegenwart einer Polymer- 
ase ohne 3'5'-Exonukleasewirkung und eine Stufe 
des Nachweises der zu identifizierenden Base 

45 durch jedes geeignete Mittel, dadurch gekenn- 
zeichnet, 

daf3 die als Startersequenz dienende Nukleo- 
tidsequenz mit der Zielsequenz so hybridisiert, 

50 daB deren 3'-Ende der spezifischen, nachzu- 

weisenden und/oder zu identifizierenden Nu- 
kleotidbase benachbart ist; und 
- daB die Synthese des dem Hybrid komplemen- 
taren Stranges in Gegenwart mindestens einer 

55 blockierenden Nukleotidbase, ausgewahit aus 

den Didesoxynukleotiden, und in Abwesenhelt 
von dNTP durchgefuhrt wird, wobei die blockie- 
rende Nukleotidbase bei Einbau nachgewiesen 
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wird, und die Identifikation der spezifischen, 
komplementaren, in der zu analysierenden 
Zielsequenz vorhandenen Nukleotidbase er- 
laubt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die blockierenden Nukleotidbasen in 
geeigneter Weise, insbesondere mit Hilfe eines 
Markers, ausgewahit aus der Gruppe, umfassend 
radioaktive Substanzen, Enzyme, chemischechro- 
mophore, fluoreszierende Oder chemilumineszie- 
rende Produkte und geetgnete Antikorper, markiert 
werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zelchnet, daB der Marker fur jede der blockieren- 
den Nukleotidbasen identisch Oder unterschiedlich 
ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zelchnet, daf3, wenn die vier blockierenden Basen 
mit Hilfe von unterschiedlichen Markem markiert 
werden, der Nachweis der vier blockierenden Nu- 
kleotide vorteilhaftenweise gleichzeitig vorgenom- 
men wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, da3, wenn die vier blockie- 
renden Basen auf Identische Weise markiert wer- 
den Oder auch wenn sie nicht markiert werden, die 
Detektion der vier blockierenden Nukleotide aufein- 
anderfolgend und/oder getrennt durchgef uhrt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man in geeigneter Weise das wah- 
rend der Polymerisattonsreaktion gebildete Pyro- 
phosphat bestimmt, wobei die Bestimmung von Py- 
rophosphat die Bestimmung eriaubt, fur welche der 
Basen eine Polymerisationsreaktlon stattgefunden 
hat. 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man jede blockierende markierte Nu- 
kleotidbase nachweist. 

8. Gebrauchsfertiges Kit Oder Diagnosereagenszu- 
sammenstellung zur DurchfOhrung des Verfahrens 
nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeiclinet, daB es auBer geeigneten Mengen 
an Reagentien und Puffern, die fur die DurchfOh- 
rung des Verfahrens geeignet sind, 

geelgnete Mengen eines Nukleotids, das als 
Startersequenz dient, mit der Fahigkeit, mit der 
Zielsequenz so zu hybridisieren. daB deren 3'- 
Endederspezifisch nachzuweisenden Nukleo- 
tidbase benachbart ist; 

geelgnete Mengen der vier blockierenden Nu- 



kleotidbasen, ausgewahit aus den Didesoxy- 
nukleotiden, so daB sie in das Extension spro- 
dukt des Starters eingebaut werden konnen, 
wahrend vollstandig die Verlangerung des Ex- 
5 tensionsprodukts blockiert wird; und 

geelgnete Mengen einer Polymerase ohne 3'5'- 
Exonukleasewirkung, umfaBt. 

9. Kit Oder Reagenszusammenstellung nach An- 
10 spruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die blok- 

kierenden Nukleotidbasen in geeigneter Weise, ins- 
besondere mit Hilfe eines Markers, ausgewahit aus 
der Gruppe, umfassend radioaktive Substanzen, 
Enzyme, chemische chromophore, fluoreszierende 
15 Oder chemilumineszierende Produkte und geeigne- 
te Antikorper, ausgewahit sind. 

10. Kit Oder Reagenszusammenstellung nach An- 
spruch 8 Oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB es 

20 weiterhin geeignete Reagentien fur die Bestim- 
mung von Pyrophosphat umfaBt. 

11. Verwendung des Verfahrens nach einem der An- 
spruche 1 bis7 zum Nachweis der Anwesenheit von 

25 Nukleinsauresequenzen, die speziell mit Krankhei- 
ten, wie genetischen Erkrankungen oder Krebser- 
krankungen, Infektionen, assozliert sind, oder ge- 
eignet sind, menschliche, tierische oder pflanzliche 
Individuen zu identifizieren. 

30 

Claims 

1. Process for detecting and/or identifying a specific 
35 nucleotide base present on a target nucleic acid se- 
quence of the type comprising an hybridisation step 
of the target sequence on which the base to be iden- 
tified is present with a nucleotide sequence probe 
of sufficient length to permit a correct hybridisation, 
40 whatever the reaction temperature, a step of syn- 
thesis of the complementary strand of the obtained 
hybrid -the said nucleotide sequence probe serving 
as primer-, in the presence of a polymerase without 
3'5' exonuclease action, and a step of detection of 
45 the base to be identified by any appropriate means, 
said process being characterised in that: 

said nucleotide sequence serving as primer, 
hybridises with the target sequence in such a 
so way that its 3' end is adjacent to the specific 

nucleotide base to be detected and/or to be 
identified; and 

the synthesis of said complementary strand is 
performed in the presence of at least one block- 
55 ing nucleotide base selected among dideoxy- 

nucleotides and in the absence of dNTP, said 
blocking nucleotide base, when it is incorporat- 
ed, is detected and permits identification of the 
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complementary specific nucleotide base 
present on the target sequence to be analysed. 

Process according to claim 1 , characterised in that 
said blocking nucleotide bases are labelled in an 
appropriate manner, in particular using a labeller 
chosen from the group which comprises radioactive 
substances, enzymes, chromophore fluorescent or 
chemiluminescent chemical products and appropri- 
ate antibodies. 

Process according to claim 2, characterised in that 
the labeller is identical or different for each of the 
blocking nucleotide bases. 

Process according to claim 3, characterised in that 
when the four blocking bases are labelled using dif- 
ferent labellers, the detection of the four blocking 
nucleotides is advantageously simultaneous. 

Process according to any one of claims 1 to 3, char- 
acterised in that when the four blocking bases are 
labelled in an identical manner or when they are not 
labelled, the detection of the four blocking nucle- 
otides is carried out successively and/or separately. 

Process according to claim 5, characterised in that 
the pyrophosphate formed during the polymerisa- 
tion reaction is determined in an appropriate man- 
ner, the said pyrophosphate determination making 
it possible to determine in which one of the bases a 
polymerisation reaction is produced. 

Process according to claim 5, characterised in that 
each labelled blocking nucleotide base is detected. 
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proprlate manner, in particular using a labeller cho- 
sen from the group which comprises radioactive 
substances, enzymes, chromophore fluorescent or 
chemiluminescent chemical products and appropri- 
ate antibodies. 

10. Kit or box according to claim 8 or to claim 9, char- 
acterised in that it also comprises reagents suitable 
for the determination of the pyrophosphate. 

11. Application of the process according to any one of 
claims 1 to 7 to the detection of the presence of par- 
ticular nucleic acid sequences associated with dis- 
eases, such as genetic diseases or cancerous dis- 
eases, or with infections, or suitable for permitting 
the identification of human, animal or vegetable in- 
dividuals. 



Ready-to-use diagnostic kit or box for carrying out 
the process according to any one of claims 1 to 7, 
characterised in that it comprises, in addition to the 
suitable amounts of reagents and buffers suited for 
carrying out the process: 

appropriate amounts of a nucleotide, sen/ing as 
primer, capable of hybridising with the target 
sequence in such a way that its 3' end is adja- 
cent to the specific nucleotide base to be de- 
tected; 

appropriate amounts of four blocking nucle- 
otide bases selected among dideoxynucle- 
otides in such a way that they can be incorpo- 
rated in the extension product of the primer 
while blocking the elongation of the said exten- 
sion product; and 

appropriate amounts of a polymerase without 
3*5' exonuclease action. 

Kit or box according to claim 8, characterised in that 
the blocking nucleotide bases are labelled in an ap- 
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